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Abstract of DE3717211 

In a device for separating and cleaning molecules 
by adsorption of the molecules on a matrix (2), 
the solution is forced through the device. The 
matrix (2) is arranged, between two devices (3a, 
3b) permeable to the solution, in a hollow 
frustum-shaped body (1) open at both ends (4a, 
4b), the wider opening (4a) being connected, if 
necessary, to a cylindrical hollow body. The 
matrix (2) and the devices (3a, 3b) together 
occupy 5 to 50% of the volume of the hollow 
body and the wider opening (4a) of the hollow 
frustum-shaped body (1) can be connected to a 
pipette. The use of the device in a process for 
separating and cleaning molecules on a matrix is 
also described. 
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Prufungsantrag gem. 5 44 PatG ist gestellt 

© Vorrichtung und Verfahren zurTrennung und Reinigung von Motekulen 

ZurTronnungund Reinigung von Motekulen durch Adsorp- 
tion der Molekule an eine Matrix (2) wird die L6aung durch 
eine Vorrichtung gedruckl, die dadurch gekennzeichnet ist, 
da&die Matrix (2) in einem an beiden Enden (4a,4b) offenen, 
kegelstumpfformigen Hohlkdrper {If, an den gegebenen- 
falls an der weKeren Offnung (4a) ein rylindrischer Hohlkor- 
per anschlie&t, zwischen zwei fur die Ldsung durchlassigen 
Einrichtungen (3a, 3b) angeordnet ist, wobei die Matrix (2) 
und die Einrichtungen (3a, 3b) zusammen 5 bte50% des 
Hohlkorpervolumens ausfuljen und die weitere Offming (4a) 
des kegelstumpffdrmigen Hohlkorpers (1) an eine Pipette 
anschlieSbarist. 

Die Verwendung der erftndungsgsmaBen Vorrichtung in 
einem Verfahren zurTrennung und Reinigung von MolekOIen 1 •> - 

■ an einer Matrix wird ebenfallsbeschrieben. 
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. Patentansprttche 

- 1. Vorrichtung zur Trennung und Reinigung von 
Molekfilen aus einer Ldsung durch Adsorption der 
Molekule an einer Matrix, dadurch gekennzeich- 
net; daB die Matrix (2) in einem an beiden Enden 
(4a, 4b) offenen; kegeistumpffdrmigen Hohlkorper 

. (1), an dengegebenenfalfc an der weiteren Offnung 

. (4a) ein zylindrischer Hohlkdrper anschlieBt, zwi- 
schen zwei fQr die Ldsung durchlassigen Einrich- 
tungen (3a,.3Z>) angeordnet 1st, wobei die Matrix (2) 

. und die Eiririchtuhgen (3a^ 3b) zusammen 5 bis 50% 
des Hohlkdrpervolumens ausfOHen und die weitere 
Offnung (4a) des kegeistumpffdrmigen Hohlkdr- 
pers (1) an ein e Pipette anschiieBbarist 

2. Vorrichtung naich Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet,.dafl der Hohlkorper (1) eine Pipettenspit- 

: ze ist 

3. Vorrichtung-nach einem der AnsprQche 1 oder % 


(l)gedrQcktwird. 

1 1. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Biopolymere getrennt.und gereinigt 
werden. 

5 12. Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Nukleinsauren und/oder Proteine jge- 
trehnt und gereinigt werden. 

13. Verwendung einer Vorrichtung nach einem <Jer 
AnsprQche 1 bis 9 zur Trennung und Reinigung von 

to MolekGlen, vorzugsweise Biopol ymeren. 

14. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 
13 zur Trennung und Reinigung von Proteinen und/ 
oder Nukleinsauren, 

15. Bcschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Ver- 
fahren zur Trennung und Reinigung von Molekuien aus 
einer Ldsung durch Adsorption der MolekQle an eine in 


dadurch gekennzeichnet, daB die Einrichtungen (3^ 20 der Vorrichtung angeordneten Matrix. 


3b) die Matrix (2) im Hohlkdrper (1) fbriereri. 

4. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB zwischen der engefen 
Offnung (4b) und der unteren Einrichtung (3b) ein 
freier Raum ist 

5. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet,' daft die Matrix aus pord- 
sem Chromatographiematerial aiif der Basis von 
Silicage!, AluminiumoxidV Tttandioxldr Hydroxyia 


Zur. Probenaufbereitung in chemisch, biochemisch 
und moiekularbiologisch orientierten Laboratorien 
werden Chromatographiematerialen unterschjedlich- 
ster Art seit langem in bewahrter Weise verwendet 
25 Haufig fallen dabei die Proben in MikromaBstab an, 
insbesondere ira biochemischen und moiekularbiologi- 
schen, aber auch im anaiytisch-chemischen Laboratori- 
uxtl Die chromatographischen Materialien werden auch 
zur Extraktion von bestimniten Bestandteilen aus den 


patit, Dextran, Agarose, Acrylamid, Polystyrol, Po- 30 Proben eingesetzt Die als Festphasenextraktion zu be- 


lyvinylalkohor oder anderen organischen Polyme- 
ren, Deiiyaten oder aus Copoiymeren der oben ge* 
- nahnten Tragermaterialien besteh t 
6. Vorrichtung nach einem. der AnsprQche I bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix ein ober- 
flachlich modifiziertes Chromatographiematerial 
aus Silieagel Aluminiumdioxid, Tltandioxid, Hy- 
droxyiapatit, Dextran, Agarose, Acrylamid, Poly- 
styrol, Polyvmyialkbhol oder anderen organischen 


zeichnende Verfahrensweise kann man sich auch ziir 
Reinigung und Trennung von Substanzgemischen in L6- . 
sung zunutze machen. Bislarig wurden neben den Chro- 
matographiesaulen, insbesondere in der HochdruckflQs- 
35 sigkeitschromatographiey auch Kartuschen, Einwegs- 
pritzen oder kleine Plasukchromatographiesaulen; die 
jeweils mit dem gewQnschten Chromatographiemateri- 
al gefiillt sind, verwendet 
Diese Hilfsmittel, die im Niederdruckbereich Ver- 


Polymeren, Derivaten oder aus Copoiymeren der 40 wendung finden, zeichnen sich unyorteilhaft dadurch 
— auS| tkfj s ie nipht mit etablierten Laboratoriumsgerat- 

schaften kompatibel sind Ein weiterer Nachteil dieser 
hilfsmittel besteht darin, daB sie nur eine.Fluflrichtung 
der die zu trenhenden und reinigenden Molekule enthal- 
45 tend en Ldsung zulasseiu Man muB also bei der Verfah- 
rensweise gemaB dem Stand der Technik die Probe zu- 
ntchstin ein VorratsgefaB, beispielsweise eine Einwegs- 
pritze, bringen, um sie dann durch das FluBmittel, insbe- 
sondere Kartuschen oder Extraktionssauleh, zu drflk- 


. oben genannten Tragermaterialien ist 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet daB das bberflachlich modifizierte Chro- 
matographiematerial ein Ionenaustauscher, ein Re- 
versed-Phase- und/oder ein Affinitatschromatogra- 
phieniaterialist 

8. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 7, 
. dadurch gekennzeichnet, daB die PorengroBe der 

por6sen Chix>matographiematerialien " 20 bis 


1000 nm und die KorngrdBe der Materialien 10 bis 50 ken. 


2000 pm, vorzugsweise 75 bb 125 um betragt 

9. Vorrichtung nach einem der Ansprflche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB die die Matrix fixie- 
renden Einrichtungen (3a; 3b) por5se Fritten sind 
mit PorengrSBen von 10 pm bis Vmm, vorzugswei- 
se 70 bis 200 jjjiu * 

10. Verfahren zur Trennung und Reinigung von 
MolekQlen aus einer Ldsung durch Adsorption der 
MolekQle an eine Matrix mittels einer Vorrichtung, 


Daher bedient man sich. in der Praxis dieser Hilfsmit- 
tel uberwiegend dann, wenn man die unerwiinschten 
Produkte adsorbieren wilL Ansonsten muB man das 
VorratsgefaB, beispielsweise die Einwegspritze, entfer- 
nen, mit einem die adsorbierte Substanz eluierenden 
Ldsung erneut beschicken und anschlieBend <iurch das 
Hilfsmittel drQcken, um die gewfinschten Produkte zu 
erhalten. Durch das Abnehmen und Aufsetzen eines 
VoiratsgefaBes besteht jedoch eine Kontaminationsge-- 


der die die zu trennenden MolekQle enthaltende 60 fahr fur den Mitarbeiter; die Umwelt und die Probe 


Ldsung durch eine in einem Hohlkdrper angeord- 
nete Matrix hindurchgedrOckt wind, dadurch ge- 
kennzeichnet dafl die Matrix (2) von einer oberen 
und einer unteren Einrichtung (3a, 3b) fbdert wird 
und daB die Ldsung durch die Matrix (2) hindurch in 65 
einen oberhalb der oberen Einrichtung (3a) vorhan- 
denen freien Raum gesogen wird und anschlieBend 
durch die Matrix (2) hindurch aus dem Hohlkdrper 


selbst Die Gefahr besteht gerade im medizinisch-tech- 
nischen Bereich, wenn insbesondere mit infektiosem 
'Material gearbeitet wird, oder auch in bidchemisch-mo- 
lekularbiologischen Laboratorien, wenn insbesondere 
mit radioaktiven Substanzen handert wird. . 

In der Praxis besteht ein erheblicher Bedarf an einer 
Vorrichtung, die es in einfacher Weise ermdgiicbt, ein 
Verfahren zur Reinigung und Trennung. vph Molekuien 
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aus einer Losung durchzufGhren. 

Aufgabe der Erfindung ist es also, eine Vorrichtung 
bereitzustellen,die es ermdglicht, 

- Molekttle aus einer Ldsung zu extrahieren, 5 

- keine bevorzugte Extraktions- oder Elutions- 
richtungzuverlangen. 

- eine. Abtrennung und WiederhinzufQgung eines 
Vorratsgef afles zu vermeiden, 

- die Trennungs- und Reinjgungsoperationen in io 
einem geschlossenen System durchzuf Ohren, 

- die Kontaminationsgefahr fur Personal, Umwelt 
und Probe zu vermeiden, und 

- gleichzeitig die Arbeitsweise insgesamt zu er- 
leichtem. is 

Die Aufgabe wird erftndungsgemaB gelost durch eine 
Vorrichtung, die dadurch gekennzekhnet ist, daB die 
Matrix 2 in einem an beiden Enden 4a, 4b off enen, kegel- 
stumpffdrmigen Hohlkorper 1, an den gegebenenfalls 20 
an der weiteren Offnung 4a ein zylindrischer Hohlkdr- 
per anschlieBt, zwischen zwei fur die Losung durchlassi- 
gen Einrichtungen 3a; 3b angeordnet ist, wobei die Ma- 
trix 2 und die Einrichtungen 3a, Sb zusammen 5 bis 50% 
des Hohlkorpervolumens ausfQUen und die weitere Off- 25 
nung 4a des kegelstumpffdrmigen Hohlkdrpers 1 an ei- 
ne Pipette anschlieBbar ist 

Die Fig. 1 und 2 zeigen schematises den Aufbau einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung. Die Matrix 2 wird von zwei Einrichtungen 30 
3a, 3b begrenzt, die gleichzeitig dafQr sorgen, daB die 
Matrix 2 in der gewahlten Position fixiert ist Die Ein- 
richtungen 3a, 3b werden vorzugsweise an der Wan- 
dung des Hohlkdrpers 1 festgekleramt Es kann jedoch 
neben der Befestigung durch Spannung auch eine Befe- 35 
stigiing durch FestkieSen der Einrichtungen erreicht 
werden. Beide Methoden fflhren zu einem Abdichtungs- 
effekt zwischen den Einrichtungen 3a, 3b und der Wand 
des Hohlkdrpers I. Vorzugsweise findet sich zwischen 
der unteren Einrichtung 3b und der engeren dffnung 4b ao 
ein freier Raum, wobei dieser freie Raum klein sein soli 
gegenQber dem Gesamtvolumen des Hohlkdrpers. Die 
weitere Offnung 4a der beiden Offnungen 4a und 4b ist 
so ausgestaltet, daB sie auf eine handelsQbfiche Pipette 
passen. Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der erfin- 45 
dungsgemaBen Vorrichtung besteht darin, daB der 
Hohlkdrper 1 in Form einer kommerziell im Fachhandel 
erhaMchen Pipettenspitze (Firma Brand, Gilson, Ep- 
pendorQ ausgestaltet ist Die Matrix 2 der erfindungsge- 
maBen Vomchtung besteht voragsweise au^ 50 
rdsen Chromatographiemateriat insbesondere auf der 
Basis von Silicagel, Aluminiumoxid, Titandioxid, Hy- 
droxylapatit Dextran, Agarose, Acrylamid, Porystyrol, 
Polyvinylalkohol oder anderen organischen Porymeren, 
Derivaten oder aus Copolymeren der oben genannten 55 
Tragermaterialien. Das die Matrix 2 bildende Material 
kann auch ein oberflSchlich modifiziertes, pordses 
Chromatographiematerial auf der Basis von Silicagel, 
Aluminiumoxid, Titandioxid, Hydroxylapatit Dextran, 
Agarose. Acrylamid. Polystyrol. Polyvinylalkohol oder go 
anderen organischen Polymerea Derivaten oder aus 
Copolymeren der oben genannten Tragermaterialien 
sein. 

Die Wahl des entsprechenden Chromatographiema- 
terials ist abhangig von den jeweiligen zu trennenden 65 
und reinigenden MolekOlen und ist dem Fachmann auf- 
grund der Regeln in der Chromatographic bekannt So 
wird beispieisweise ein poiares MolekQl, wenn es an der 


Matrix 2 adsorbiert werden soil, nur dann an der Ober- 
flache der Matrix 2 adsorbiert, wenn entsprechende 
Wechselwirkungen vorliegen, die beispieisweise eben- 
falls durch polare Gruppen an der Oberflache der Ma- 
trix % jedoch mit entgegengesetzter Polaritat, vermittelt 
werden. So k6nnen beispieisweise Ionenaustauscherma- 
terialien als Matrix 2 der erfindungsgemaBen Vorrich- 
tung zur Tremiung und Reinigung von polaren Moleku- 
len eingesetzt werden. Weitere bevorzugte Ausgestal- 
tungen der erfindungsgemaBen Vorrichtung kdnnen als 
Matrix 2 ein Reversed- Phase- und/oder oder ein Affirri- 
tatschromatographiematerial beinhalten. Die Porengrd- 
Be der pordsen ChromatograpMematerialien betragt 
vorzugsweise 20 bis 1000 nm, und die KorngrdBe der 
MateriaHen insbesondere 10 bis 2000 um, vorzugsweise 
75 umbis 125 um 

Die die Matrix 2 fbderenden Einrichtungen 3a, 3b sind 
vorzugsweise pordse Fritten mit PorengrdBen von 
1 0 um bis 1 mm, vorzugsweise 70 um bis 2000 ujh. 

Die pordsen Fritten k6nn en aus Kunststoffen, insbe- 
sondere aus Teflon (PTFE), Polyethylen, Polypropylen, 
Pohystyrol, Polyurethan eta bestehea Aber auch anor- 
ganlsche Werkstoffe, wie Glas. und/oder gesintertes 
Metall sind geeignete Materialien zur Herstellung der 
pordsen Fritten. 

Der Vorteil der erfindungsgemaBen Vorrichtung liegt 
in der praktischen Handhabung und der Art der Pak- 
kung der Matrix 2, die einen FluB der die Molekflle 
enthaltenden Losung in Hin- und RBckrichtung zulaflt 
Ist der kegelstumpffdrmige Hohlkdrper 1 beispieiswei- 
se als Pipettenspitze ausgebildet, so wird die Piketten- 
spitze in die Probe eingetaucht, die Probe in der Pipet- 
tenspitze durch die Matrix 2 hindurch hochgesaugt und 
anschlieBend herausgedrOckt Dadurch wird eine hdhe- 
re Effizienz der Adsorption erzielt da die Probe das 
Chromatographiematerial zweimal passiert Da man mit 
einem geschlossenen System arbeiten kann, wird eine 
Kontaminierung der Probe oder eine Gefahrdung der 
Umwelt vermieden. Die erfindungsgem&Be Vorrichtung 
erieichtert die Arbeitsweise insgesamt, die bei der Tren- 
nung und Reinigung von MolekOlen anzuwenden ist 
Insbesondere kdnnen mit Hilfe der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung auch Biopolymere, insbesondere Nuclein- 
sauren und Proteine, schnelt einfach und sicher fraktio- 
niert werden. ' m 

Das erfindungsgemafle Verfahren wird in einer be- 
sonderen Ausfuhrungsform durchgefuhrt mit einem als 
Pipettenspitze ausgestalteten Hohlkorper 1. Die die 
Molekfile enthaltenden, zu trennenden und reinigenden 
MolekQle kdnnen dann mittels einer Pipette durch die 
Matrix 2 befdrdert werdea Soli die Pipettenspitze als 
Saulenersatz in herkommhehen Verfahren eingesetzt 
werden, so kann mittels eines Silikonschlauches die Pi- 
pettenspitze auch mit einer Einwegspritze verbunden 
werden. 

Das erflndungsgemaBe Verfahren ist geeignet, insbe- 
sondere Biopolymere wie Nukleinsauren und Proteine 
zu trennen und zu reinigen, indem als Matrix 2 lonen- 
austauscherchromatographiematerialien, wie sie in der 
deutschen Patentanmeldung P 3639 9493 vorgeschla- 
gen werden, verwendet werden. Es handelt sich dabei 
um mit Anionenaustauschergruppen oberflachlich mo- 
difiziertes Chromatographiematerial auf Silicagelbasts. 
Befindet sich beispieisweise die Matrix 2 in einer Pipet- 
tenspitze, so saugt man die Nukleinsaure mit der Pipette 
durch die Matrix 2. Dabei werden unter Verwendung 
von Puffern niedriger Ionenstarke die langkettigen Nu- 
kleinsauren adsorbiert Will man die kurzkettigen Nu- 
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kleinsauren anschlieBendverwerten.drflckt mail die L5- Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist geeignet zur 
siing wieder durch die Matrix 2 hindurch und fangt sie Verwendung m einem Trennungs- und Reinigungsver- 
auf. Dann konnen weitere Verfahrensschritte folgen. Ist fahren fur Molekfile, vorzugsweise Biopolyraere wie 
man jedoch an der AnaJyse der langkettigen Nuklein- Proteine. und/ oder Nukleinsauren, insbesondere von 
sauren interessiert, kann man nach einigen Waschschrit- 5 anderen Zellbestandteilen. 

ten die. langkettigen Nukleinsauren durch El u don mit Die Verwendung der erfindungpgemfiBen Vorrich- 
Puffern hoher Salzkohzentration (hohe ionenstarke) tung in verschiedenen Verfahren wird in den folgenden 
wieder eluieren und entsprechend weiterverarbeiten. Beispielen naher eriautert Dabei wird die erfindungsge- 

Die Fig. 3 zeigt ein Elutionsprofil, das bei Verwen- maBe Vorrichtung in einer bevorzugten AusfGhrungs- 
dung yon Anionenaustauschermaterialien bei der Ver- 10 form, der Pipettenspitze, eingesetzt 
wendung der erfindungsgemaBen Vorrichtung erhalten 

werden kann. Es zeigt sich,daB bei Verwendung des in . - " Beispiel 1 

der deutschen Patentanmeldung P 36 39 949 3 vbrge- 

schlagehen Materials zur Trennuiig von Nukleinsauren * In eine 1 ml Pipettenspitze, passend fur Gilson Pipet- 
ein Elutionsprofil erhalten wird, durch das mit steigen- 15 man; wird eine 70 pm Poly ethylen- Fritte mit 4 mm 
der Ionenstarke Nukleinsauren mit steigender Ketten- Durchmesser, Dicke \f> mm, eingefuhrt und durch 
Iahge eluierbar werden. So wird doppelstrangige DNS DrOcken festgeklemmt Danoch werden ca. 70 mg des 
mit Basenpaaren > 500 erst bei einer Ionenstarke von Chromatographiematerials, vorgeschlagen in der deut- 
13 M Natriumchlorid erhalten, wahrend eihzelstrfingige . schen Patentanmeldung P 36 39 949, trocken eingefullL 
DNS des.Phagen M 13 schon bei 1,1 M Natriumchlorid 20 Das Chromatographiematerial wird mit einer wie oben 
eluiert wird Die Elutionspeaks sind so scharf, daB sogar beschriebenen Fritte mit 5 J mm Durchmesser ver- 
"baselihe"rTrennungen mdgUch sind schlossen und die Fritte durch Festdrttcken an ihrem 

Bei einer rnittleren Ionenstarke zwischen 0,5 und 1 M . Platz fbrtert ... 
. Natriumchlorid eluieren Nukleinsauren. wie tRNS, 5S Analog, verfahrt man bei 200 pi fassenden Pipetten- 
RNS und mRNSL Bei riiedrigen lonenstarken von 0,1 bis 25 spitzen bzw. 5000 pi fassenden Pipettenspitzen. 
0,5 werden. bereits Polysaccharide, Proteine, Metaboli- 

ten, Farbstoffe, einzelne Nukleotide, Proteine wie BSA Beispiel 2 

(bovine senim albumm) und kleinere Nuldeotide wie - 

beispielsweise ein Nukleotid Decamer, das als Tinker* Die allgemeine Handhabung der in Beispiel 1 herger 
verwendet wird, eluiert 30 stelltenKpettenspitzegeschiehtwiefol^t: 

EineyerfahrensvariantRbesteht darhvals Matrix 2 Zunachst wird' die Pipettenspitze einmal mit 100 pJ 
ein Affihitatsadsorbens, wie es. beispielsweise in der . eines geeigneten Adsorptionspu/fers iquilibriert Bei ei- 
deutschen Patentanmeldung P 36 27 063 vorgeschlagen nern zu verarbeitenden Probenvolumen yon 100 bis 200 
wird, zu verwenden* Die DurchfuhruDg des Verf ahrens pi reicht es aus, die Probe etwa fttnfrnal durch das Chro- 
erfolgt analog zur oben beschriebenen Verfahrenswei- 35 roatbgraphiematerial zu driicken. Soil jedoch eine grb- 
se. Bere Russigkeitsmenge verarbeitet werden, wie sie beir 

Das erfindungsgemaBe Verfahren gewahrleistet die spielsweise nach Gelelution anf tlit, kann die Probe mit- 
folgenden Vorteile, insbesondere bei molekularbiologi- tels eines Silikonschlauches, der die Pipettenspitze und 
schen Operationen: * eine Einwegspritze verbindet, durch die Matrix hh> 

40 durchgezogen werden, Es ist dann ausreichend, daB die 

- Durchf filming von DNSrPraparationen in soge- Probe nur zweimal das Chromatographiematerial pas- 
nanntenfminikreps" siert 

- Reinigung von.niRNS, rRNS, viraier RNS und. Dabei sollte die FlieBgeschwindigkeit der Ldsung 
RNS-Transkripten* nicht hoher als 1 ml pro Minute sein. 

- Keinigung von Proben, die nach ^cktranslation, 45 Als Aqunibrierungs- und Adsorpdonspuffer kann der 
Endmarkierung . oder Oligqnukleotid-induzierter Puffer A verwendet werden. 

" Markierung (Oligolabeling) erhalten. werden, 

- Entferaungder DNS-linkermKlonierungsexpe- Puffer A: 

rimenten, 400 mM Natriumchlorid 

- Reinigung von Nukleinsauren nach Gelextrak- 50 15% Ethanol 

tionsowie 50 mM MOPS(3-N-Morpholinopropansulfonsaure) 

- schnelle Reinigung von Nukleinsauren nach Ab- 1 mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat) 
.dauung mit Restriktionsenzymen, Phosphatasebe- pH 7,0 

handluhgen, Polymerasereaktionen usw. ansteUe 

einer zeitaufwehdigen Phenolbehandlung. 55 Analog zum oben beschriebenen Adsorpdonsvor- 

. „ gang werden die Waschschritte durchgefuhrt Als 

Die. bei Verwendung der erfindungsgemaBen Vor- Waschpuffer dienen bei Nukleinsaurepraparationen ty- 

richtun^ erhaltiiche Reinheit in Routinepr§parationen pischerweise die Puffer B, C und D. 

ist zumindest mit durch Caesiumchlorid-Dichtegradien- ' 

teri-Zentrifugation erhaltenen Proben vergleicbbar. Die 60 Puffer B: 

isdlierten " Nukleinsauren sind befreit von Proteinen, . 750 mM. Natriumchlorid 

PoTysacchariden und anderen Zellmetaboiiten und zei- 15% Ethanol 

gen keinerlei Inhibierung voir Enzymen bei enzymati- 50 raM MOPS 

schen Reaktipneh. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung 1 mM EDTA 

kann zur Isolierung und Reinigung von Nukleihsfiuren 65 pH 7,0 

aus Oligonukleotiden bis hin zu Plasmiden verwendet 

werden; wobei der Zeitaufwand auf Bruchteife im Ver- Puffer C: 

gl eichzu anderen Verfahren eingeschrankt wird 1000 mM Natriumchlorid 
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15% Ethanol • 
50 mM MOPS 
1 mMEDTA 
pH 7,0 

Puffer D: 

1000 mM Natriumchlorid 
50 mM MOPS 
pH 7,0 

Man fOIlt ein Eppendorf-GefHB mit 1 ml Waschpuffer 
und spOlt dreimaJ 150 \il durch das Chromatographie- 
material, um Verunreinigungen zu entfernea Dieser 
Schritt wird wiederholt 

Die Elution der adsorbterten Nukleinsauren erfolgt 
wie in beiden vorangegangenen Schritten entweder mit 
einer Eppendorf- oder Gilson- Pipette oder mit einer 
Einwegspritze, wobei darauf zu achten ist, dafidie Pipet- 
tenspitze mittels eines Silikonschlauches mit der Ein- 
wegspritze verbunden ist Es wird einfach der Elutions- 
pufferEoderF 

Puffer E: 

1 100 mM Natriumchlorid 
15% Ethanol 
4 M Urea 
50 mM MOPS 
1 mM EDTA 
pH7.0 

Puffer F: 

1500 mM Natriumchlorid 
15% Ethanol 
50 mM MOPS 
1 mM EDTA 
pH7.50 

durch die Pipettenspitze gesaugt bzw. gedrCckt Dieser 
Schritt wird einmal wiederholt Die Eluate werden ver- 
einigt und die Nukleinsaure daraus gefailt 

Beispiel 3 

Eine Pipettenspitze, hergesteilt nach Beispiel 1, wird 
mit 50 mM Natriumphosphatpuffer hydratisiert und 
aquilibriert, indem man 750 pJ Puffer mehrmals durch 
die Pipette saugt. Eine Probe, die 20 fig Plasmid pBR322 
DNS in 500 pj 0,5 M Natriumchlorid und 50 mM Natri- 
umphosphat pH 7, enth&lt, wird an das Chromatogra- 
phiematerial durch funfmaliges Hochsaugen und Aus- 
drflcken adsorbiert Nicht gebundene Bestandteile und 
Verunreinigungen werden durch fflnfmaliges Hochsau- 
gen und Ausdrucken von jeweils 1 ml frischem 0,5 M 
Natriumchlorid und 50 mM Natriumphosphat pH 7, 
ausgewaschen. Die Plasmid- DNS wird anschlie&end mit 
1,5 M Natriumchlorid und 50 mM Natriumphosphat, pH 
7, eluiert, tndem man 1 ml des Elutionspuffers dreimal 
hochsaugt und ausdrGckt 

Beispiel 4 i 

Eine Plasmid- DNS-Probe wird in einer sogenannten 
Minipraparation typischerweise durch Folgende Schritte 
gewonnen: 

Die Bakterienzellen werden fiber Nacht inkubiert und < 
am nachsten Tag durch Zentrifugation geerntet Das 
Pellet wird in 85 pi einer eiskalten Ldsung von 50 mM 
Tris-HO, pH 7.4, mit 2 mg/ml Lysozym (frisch zuberei- 
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tet) aufgeschlossen und 10 Minuten auf Eis inkubiert 
Danach werden 20 pi einer 05 M EDTA-L5sung hinzu- 
gCfOgt und weitere 10 Minuten inkubiert Nach Zugabe 
von 4 pi 2%igem Triton X 100 inkubiert man auf Eis fur 
5 eine weitere Stunde. Die Probe wird in einer Laborzen- 
trifuge 30 Minuten bei maximaler Drehzahl zentrifu- 
giert, und 100 ul des von Zelltrtimmern befreiten Zell- 
Lysates werden in ein anderes Eppendorf -Gefafl fiber- 
fflhj% wonach 1 Volumen 2 M Natriumchlorid, 100 mM 
io MOPS, pH 7, und 5 pJ lsoamylalkohof zugegeben wer- 
den. Eine erfmdungsgemaBe Pipettenspitze der Flrma 
Gilson, Brand, Eppendorf, hergesteilt nach Beispiel 1, 
wird mit 1 00 jil Puffer C aquilibriert Danach adsorbiert 
man 100 |il einer E. coli-Plasmid-DNS- Probe an dem 
15 Chromatographiematerial, indem man die Probe fOnf- 
mal auf- und abpipettiert Nach der Adsorption wird mit 
insgesamt 2 bis 5 ml des Puffers C gewaschen, worauf- 
hin die Plasmid-DNS mittels 300 pJ des Puffers F eluiert 
wird. AnschlieBend f&llt man die DNS mit 300 pJ Isopro- 
20 panol, laBt 1 5 Minuten stehen und zentrifugiert dann die 
Probe dann in einer Eppendorf-Laborzentrifuge 30 Mi- 
nuten lang. 

Beispiel 5 

25 

Die Isolierung von mRNS, rRNS und viraler RNS von 
Rohextrakten geschieht wie foigt: 

Der RNS-Extrakt wird mit Ethanol gefaflt und das 
erhaltene Pellet in TE-Puffer (10 mM Tris/i mM EDTA, 
30 pH 7.5) resuspendiert Man stellt die Adsorptionsbedin- 
gungen durch Zugabe von 0.1 Volumenteii (bezogen auf 
die resuspendierte L6sung) 5 M Natriumchlorid und 0,2 
Volumenteile 250 mM MOPS, pH 7.0 ein. Die Pipetten- 
spitze wird mit 1 til Puffer A aquilibriert Danach wird 
35 die Probe durch fQnfmaliges Auf- und Abpipettieren an 
das Chromatographiematerial adsorbiert Man spQlt mit 
Puffer A, um Verunreinigungen zu eliminieren. Die Elu- 
tion erfolgt mit 300 pi des Puffers C Die RNS wird 
durch Zugabe von Z5 Voiumenteilen Ethanol gefallt 
40 Nach Stehenlassen bei -20°Q 30 Minuten, wird in ei- 
ner Eppendorf-Zentrifuge insgesamt 30 Minuten bei 
hochster Drehzahl zentrifugiert Das Pellet wird vor der 
Weiterverarbeitung sorgfakig mh Ethanol gewaschen. 
Die Probe soil einen Nukleinsauregehalt von hochstens 
as 15 pg habere 

Beispiel 6 

Reinigung von mRNS zur Syn these der entsprechen- 
50 den cDNS wird wie in Beispiel 5 beschrieben durchge- 
fuhrt 

Beispiel 7 

55 Nicht verbrauchte Triphosphate in Markiemngsreak- 
tionen wie Nicktranslationen, Endmarkierungen und 
Oligonukleotki-abhafigigen Markierungen (Oligolabe- 
iing) von DNS werden wie folgt entfernt: 
Die Markierungsreaktion der DNS wird durch Zuga- 
60 be von 2 pJ 0,5 M EDTA pro 20 pi Probenvolumen 
beendet, und man stellt die Adsorptions bedingungen 
durch Zugabe von 1 Volumenteii des Puffers C ein. Die 
Gesamtsalz-Endkonzentration soil in etwa 500 mM be- 
tragea Die Pipettenspitze gemaB der Erfindung wird 
» mit 100 ul Puffer B aquilibriert Die Probe wird durch 
fOnfmaliges Hochsaugen und AusdrQcken an das Chro- 
matographiematerial adsorbiert und insgesamt mit 
10 ml des Puffers B gewaschen, um die nicht reagierten 
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Nukleotide abzutrennen. Die FlieBgeschwindigkeit des 
Waschpuffers $oll vorzugsweise ca. 5 ml pro Minute be- 
tragen. Die markierte DNS wird anschlieBend mit insge* 
samt 300 jil des Puffers F eluiert Die Probe kann direkt 
weiterverwendet werden, wenn sie mit dem zur Hybri- 5 
disierung.vorgesehenen. Puffer mindestens 1 ;20 yer- 
dunnt wird Anderenfalls wird die Probe ausgeffillt und 
inTE-Puffergelost 

Beispiel 8 to 

Die Entfernung eihes DNS-Unkers Von einer DNS mit 
mehr als ca. 400 Basenpaaren in einem Klonierungsex- 
perimentwird wie foigt durchgefGhrt: 

Die zu reinigende Probe wird mit 1 Volumenteil des 15 
Puffers C verdiinnt, damit die Endkonzentration an Salz 
ungjefUir 500 mM betragt Die erfindungsgemaBe Pipet- 
tenspitze wird niit 1 00 uJ des Puffers A aquilibriert Die 
Probe wird wie in den vorhergehenden Beispielen ad- 
sorbiert- Die erfindungsgemSBe Pipettenspitze wird mit . 20 
Puffer Brgespult, urn die Veruiiremigungen zu entfernen. 
Die DNS wird desorbiert und ehiiert mit insgesamt 300 
• |d. des Puffers F. AnschlieBend isoliert man die DNS 
,durch Isopropanolfallung (Zugabe von 1 Volumenteil) 
und laflt 15 Minuteri auf Eis stehen, wonacfr sich eine 25 
Zentrif ugation der Probe in einer Eppendoif -Zentrifuge 
fOr die Dauer von 30 Minuten anschlieBt Danach 
wascht man sorgfaitiginit 70%igem EthanoL 

Beispiel 9 . 30 

Die Schneilreinigung einer DNS-Probe nacb enzyma- 
tischer Modifizierung(zum Beispiel durch Phosphatase, 
Restriktionsendonuklease, Poiymerasen usw. sowie 
Cpfaktoren) erreicht man gem&B folgender Verfahrens- 35 
weise: 

Das zugninde liegende Reaktionsvoluraen betragt 
. 50 ui und enthfllt nicht mehr ate 100 mM Natriumchlo- 
rid. 5 ^1 6>5 M EDTA, pH 8.0, warden zum Reaktionsvo- 
lumen hinzugef Qgt* urn die Modifizieruhgsreaktion ab- 40 
zubrechen. Ein Volumenteil des Puffers C wird zugege- 
ben, um die Adsorptionsbedingungen einzusteilen mit 
einer Salzkonzentration von etwa 500 mM. Die erfin- 
dungsgemaBe Pipettenspitze wird aquilibriert^ .die Pro- 
be wird adsorbiert und anschlieBend eluiert wie in Bei- 45 
spiel 8 beschriehen. Audi die weitere Behandlung der 
Probe geschieht wie in Bdspiel B/beschriebea 

Beispiel 10 . 

.'* '. -' 50 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann auch dazu 
benutzt werden, uin Agarose- und Acrylamid-Verunrei- 
nigungen effizient abzutrennen. Dies ist insbesondere . 
dann erf orderlich, wenn Gelelu tionen der Probe stattge- 
funden haben. Bei Anwendung der ira folgenden be- 55 
schriebenen Verfahrensweise wird die DNS gleichzeitig 
konzentriert, selbst wenn das Startvolumen eihige ml 
betragt Die i>NS hat eine GrdBe.von > 400 Basenpaa- 
ren und kann in einer Menge von 5 ng bis 15 \Lg vorfie- 
gen. Die Probenyorbereitung und die Aquilibrierung 60 
der erfihdungsgeniaBen Pipettenspitze wird wie in Bei- 
spiel 8 beschrieben durchgefOhrt Dann. Oberfuhrt man 
die Probe in eine Eihwegspritze und drfickt sie zweimal 
durch die erfindungsgemaBe Pipettenspitze. Dabei soil 
die FlieBgeschwindigkeit bei etwa 250ui/min. liegea 65 
Die erfindungsgemaBe Pipettenspitze wird anschlie^ 
Bend mit 5 ml des Puffers B gewaschen bei einer Durch- 
fluBgeschwindigkeit von 5 ml/mih. Die Weiterbeharid- 
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lung der DNS-Probe geschieht wie in Beispiel 8 be- 
schrieben. 
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